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OCHRONA NATURALNE]J PULI GENOWE]
RODZIME]J LIMBY PINUS CEMBRA L. Z TATR
W SWIETLE BADAN MOLEKULARNYCH

Protection of native Swiss stone pine (Pinus cembra L.)
gene pool in the Tatras in the light of molecular studies

Abstract: Three marker systems, RAPD, IS] and B-SAP were used to access genetic identity
between five P. cembra populations from the Tatra Mountains. The data showed a common
gene pool of Polish and Slovak populations further characterised by high genetic similarities
ranging from 0.93 to 0.98. Moreover, the high value of Nei’s similarity (I = 0.99) between
the Swiss stone pine population introduced to the Koscieliska Valley in the XIX century
and native populations excluded the possibility that the former is a alien element to the
Tatra flora. A small population size of stone pine populations in the Tatras lied behind the
very low level of DNA polymorphism in all analysed populations (14.5%). This resulted
from negative anthropogenic impact in the past and replacing Swiss stone pines by spruce
observed recently. High homogeneity of Swiss stone pine populations makes them prone
to stresses and contributes significantly to the danger of extinction.

Key words: Pinus cembra, the Tatras, DNA markers, conservation biology.

Wstep

Tatry sa jedynym obszarem naturalnego wystepowania limby Pinus cembra
L. w Polsce. W przeszlosci na skutek intensywnego uzytkowania jej drewna przez
czlowieka naturalny zasieg limby ulegl w Tatrach znacznemu ograniczeniu do nie-
wielkich stanowisk w trudno dostepnych rejonach gorskich (Ryc. 1). Aby zapobiec
hodowli wsobnej i utrzyma¢ minimalna wielkos¢ populacji zapewniajacej przezy-
cie tego cennego gatunku, na przetomie XIX i XX wieku Towarzystwo Tatrzanskie
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przeprowadzilo niekontrolowang akcje
nasadzen limbg obcego pochodzenia,
prawdopodobnie syberyjska i alpej-
ska, w réznych czesciach obecnego Ta-
trzanskiego Parku Narodowego — TPN
| (Paryski 1971). Jednym z miejsc gdzie
® wysadzono limby niewiadomego po-
chodzenia byta Swinska Turnia w Do-
linie Koscieliskiej. Obecnie w rejonie
tym na wysokosci od 1050 do 1310 m
n.p.m. roé$nie okoto 700 obradzajacych
juz limb (Chmiel 1993). Podobne akcje
. wysiewania nasion i wysadzania limb
niewiadomego pochodzenia po stronie
stowackiej Tatr przeprowadzitlo We-
gierskie Towarzystwo Karpackie w II
potowie XIX w. Liczebnos¢ populacji
limby wynosi w catych Tatrach okoto
12 tysiecy drzew, czyli proporcjonalnie
do podawanych powierzchni, po pol-
skiej stronie powinno rosng¢ okoto 4
tysigce dorostych drzew (Myczkowski,
Bednarz 1974; Chmiel 1996).

Wzbogacenie zasobow genowych limby w jej tatrzanskiej ostoi jest jednym
z najwazniejszych zadan gospodarki rezerwatowej od polowy lat siedemdziesia-
tych XX wieku. Z drugiej strony, wspdlczesne strategie ochrony zalecaja zapo-
bieganie erozji zasobéw genowych poprzez eliminowanie elementéw obcych dla
danej flory. Z tego punktu widzenia introdukowana limba, poprzez hybrydyzacje
z populacja natywna, moze prowadzi¢ do erozji tej ostatniej. Metody analizy DNA
w oparciu o reakcje fancuchowa polimerazy (ang. ,Polymerase Chain Reaction”,
PCR) stanowig jedno z najcenniejszych narzedzi pozwalajacych okresli¢ pocho-
dzenie réznych populacji i ich historig. Ocena tzw. wspoélczynnika podobienstwa
genetycznego (I) w oparciu o wzory DNA pozwala okresli¢ na ile genomy bada-
nych osobnikdw czy populacji réznig si¢. Wysoka wartos¢ I (0,9-1,0) jest charak-
terystyczna dla populacji jednego gatunku, podczas gdy gatunki biologiczne maja
podobienstwo genetyczne ponizej 0,5. Populacje nalezace do jednego gatunku, ale
o roznym pochodzeniu geograficznym, na ogoét charakteryzuja si¢ nizszym podo-
bienstwem niz populacje z tego samego obszaru geograficznego lub o tym samym
pochodzeniu. Ponadto, dla populacji o r6znym pochodzeniu mozna znalez¢ pew-
ng liczbe réznigcych je markeréw DNA (Zielinski, Polok 2005; Polok 2007).

Ryc. 1. P. cembra w Tatrach.
Fig. 1. P. cembra in the Tatras.
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Celem badan byla ocena podobienstwa genetycznego pomiedzy natywna, ta-
trzanska populacjg Pinus cembra z Hali Gasienicowej (TPN), Woloszyna (TPN),
Kazalnicy Lomnickiej (TANAP) i Doliny Mlynickiej (TANAP) oraz populacja
tego gatunku o nieznanym pochodzeniu, introdukowang w Dolinie Koscieliskiej
Tatr Polskich. Uzyskane wyniki powinny odpowiedzie¢ na pytanie czy introdu-
kowana w Dolinie Koscieliskiej limba jest faktycznie elementem obcym dla flory
Tatr i czy w zwigzku z tym stanowi realne zagrozenie dla populacji natywnych.
Tym samym powinny one sta¢ si¢ podstawa odpowiednich decyzji administracyj-
nych w odniesieniu do ochrony puli genowej rodzimych populacji limby.

Material i metody
Material do badan stanowilo 65 drzew Pinus cembra zebranych z pieciu po-

pulacji wystepujacych na terenie Tatr. Trzy z tych populacji wystepowaty po stro-
nie polskiej, a dwie po stowackiej stronie Tatr (Ryc. 2):

- ,é’ oy
W A g “'i‘c““““’““ r
I ‘n A zalnica
< 1 e nicka

o 4 8 km
A Szczyty (peaks)
@Miejsca zbioru prob (collection sites)

Ryc. 2. Miejsca zbioru prob P. cembra z Tatr.
Fig. 2. Collection sites of P. cembra.
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1. Dolina KoS$cieliska 30 drzew, P. cembra, introdukowana, Polska
2. Woloszyn 11 drzew, P cembra, rodzima, Polska

3. Dolina Ggsienicowa 10 drzew, P cembra, rodzima, Polska

4. Dolina Mlynicka 10 drzew, P. cembra, Stowacja

5. Kazalnica Lomnicka 4 drzewa, P. cembra, Stowacja.

W celu oceny podobienstwa genetycznego zastosowano markery skanujace
genom typu RAPD (ang. ,Random Amplified Polymorphic DNA”) wykorzystu-
jace pojedynczy 10-nukleotydowy starter o przypadkowo dobranej sekwencji
oraz markery ISJ (ang. ,,Intron Splice Junction” markers), wykorzystujace star-
tery komplementarne do stykéw egzon-intron (Weining, Langridge 1991; Polok
2007). Ponadto zastosowano nowy system markerowy oparty na konserwatyw-
nych sekwencjach bakteryjnych, B-SAP (ang. ,,Bacteria Specific Amplification Po-
limorphism”), w tym markery B-SAP/katG, amplifikowane za pomocg starteréw
komplementarnych do sekwencji genu bakteryjnego katalazy-peroksydazy (KatG)
oraz B-SAP/IS, amplifikowane za pomocg starteréow komplementarnych do bak-
teryjnej sekwencji isercyjnej IS6110 (Polok 2007). Markery B-SAP okazaly sie
wysoce efektywne w rozréznianiu gatunkéw traw z rodziny Poaceae (Polok 2005;
2007), gatunkoéw z rodzaju Polygonatum (Szczecinska i in. 2006), blisko spokrew-
nionych gatunkéw sosen P, sylvestris i P. mugo (Polok i in. 2006), a takze gatunkow
watrobowcdw z rodzaju Pellia (Zielinski, Polok 2005) i Aneura (Baczkiewicz i in.
2008). Ze wzgledu na niski polimorfizm wewnatrzgatunkowy przy jednoznacznie
réznych wzorach uzyskiwanych dla gatunkéw biologicznych markery te wydaja
sie by¢ szczegdlnie przydatne do odpowiedzi na pytanie, czy limba w Dolinie Ko-
scieliskiej jest tym samym gatunkiem, co limba rodzima.

Izolacje DNA przeprowadzono metodg CTAB z modyfikacjami (Polok 2007).
DNA izolowano z okoto 1,5 g igiel. Przed izolacja igly dokladnie oczyszczono
i sterylizowano powierzchniowo 70% etanolem. Pociete igly ucierano w cieklym
azocie z dodatkiem piasku kwarcowego az do uzyskania jednorodnego proszku.
Otrzymany proszek umieszczono w 10 ml probéwkach z 2 ml buforu izolacyjne-
go podgrzanego do temperatury 60°C. Do kazdej z probéwek dodano 330 pl 30%
sarkosylu, 1 ml 10% PVP i 1 ml 20% CTAB. Mieszanin¢ inkubowano w tempera-
turze 60°C przez 2 godziny, mieszajac przez inwersje co 15 minut. Po tym czasie
DNA ekstrahowano trzykrotnie przy pomocy mieszaniny chloroformu i alkoholu
izoamylowego w stosunku 24:1. Kwasy nukleinowe dodatkowo oczyszczano 1M
CsCl, RNA usuwano za pomocg RNA-azy. Zawartos¢ DNA w probach wynosita
od 25 do 58 pg, a jego czystos¢ miedcita sie w przedziale od 89% do 97%.

Analize markeréw RAPD, IS] i B-SAP przeprowadzono wedlug metodyki
opisanej przez Polok (2007). Wszystkie reakcje przeprowadzono w 20 pl miesza-
niny reakcyjnej. Stezenia poszczegolnych skladnikéw i warunki termiczne reakcji
podano w tabeli 1, natomiast sekwencje starterow w tabeli 2. Produkty PCR roz-
dzielano w 1,5% zelu agarozowym w buforze 1 x TBE (Tris-Borate-EDTA) przy
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Tabela 1. Warunki reakcji PCR dla markeréw DNA zastosowanych w analizie P. cembra

z Tatr.
Table 1. PCR conditions for DNA markers used in analyses of P. cembra from the Tatras.
Sktadnik Stezenie
Reagent Concentration
RAPD IS] B-SAP/katG | B-SAP/IS
20 x bufor PCR
20 x PCR buffer:
200mM(N£)SO4 1x 1x 1x 1x
1 M Tris-HCI, pH 9.0
MgCl, 2mM 2mM 1,5 mM 1,5 mM
10 x wzmaczniacz
10 x Enhancer 2x 2x 1x 1x
containing betaine
Nukleotydy
Nucleotides (ANTPs) 200 pM 200 uM 200 uM 200 pM
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
parery 03uM | 04puM 1 uM 1 M
Polimeraza TFL
TFEL polymerase 10U 1U 0,75U 0,75U
(Epicentre Technology)
DNA 80 ng 80 ng 100 ng 100 ng
Warunki termiczne reakeji
Thermal conditions
Wstepna denaturacja 94°C 94°C 94°C 94°C
Initial denaturation 3 min. 3 min. 3 min. 3 min.
Liczba cykli
Number of cycles 46 46 30 40
Denaturacja 94°C 94°C 94°C 94°C
Denaturation 1 min. 1 min. 1 min. 1 min.
Przquc?anle starterow 36°C 36°C, 4%8°C1 50°C 52°C
Annealing 1 min. 1 min.
Wydluzanie 72°C 72°C 72°C 72°C
Elongation 2,5 min. 2,5 min. 1 min. 1,5 min.
Koncowe wydluzanie 72°C 72°C 72°C 72°C
Final elongation 5 min. 5 min. 5 min. 5 min.

136°C dla starteréw 10-nukleotydowych, 48°C dla starteréw 18-nukleotydowych / 36°C
for 10-nucleotide primers, 48°C for 18-nucleotide primers
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Tabela 2. Startery wykorzystane w analizie P. cembra z Tatr.
Table 2. Primers used in analyses of P. cembra from the Tatras.

Typ markera Nazwa startera Sekwencja (5—3’)
Marker type Primer name Sequence (5—3’)
OPDO03 GTC GCCGTCA
RAPD OPDO05 TGA GCG GAC A
OPD06 ACCTGA ACGG
OPD13 GGG GTG ACG A
1S]2 ACT TAC CTG AGG CGC CAC
IN)] 1S]3 TGCAGGTCA G
1S4 GTC GGC GGA CAG GTA AGT
katG8-F GTC ACT GAC CTC TCG CTG
katG8-R CGC CCA TGC GGT CGA AAC
B-SAP/katG katG9-F GCG AAG CAG ATT GCCAGCC
katG9-R ACA GCC ACC GAG CAC GAC
B-SAP/IS IS-F ACCCCATCCTTT CCA AGA AC
IS-R GGC TGA GGT CTCAGATCA G

stalym napieciu 100 V. Elektroforeze prowadzono przez 90 minut. Produkty re-
akcji wybarwiano bromkiem etydyny dodawanym do zelu w stezeniu 0,5 pg/ml,
uwidaczniano w $wietle UV (312 nm), fotografowano i archiwizowano jako pliki
ipg. Zele odczytywano komputerowo przy pomocy programu Corel Photo-Paint
12. Ze wzgledu na potwierdzony we wczesniejszych badaniach (Polok 2007), do-
minujacy sposdéb dziedziczenia zastosowanych markerow wszystkie prazki, ktd-
re mozna bylo jednoznacznie odczyta¢, okreslano jako loci i oznaczano jako 1
w przypadku obecnosci prazka i jako 0 przy jego braku. Poszczegdlne loci (prazki)
oznaczano symbolem startera i numerem prazka w kolejnosci wzrastajacej liczac
od anody. I tak katG8-2 oznacza locus ujawniony przez pare starteréw katG8 i wi-
doczny jako drugi prazek liczac od anody.

Podobienstwo genetyczne (I) obliczono na podstawie liczby wspdlnych praz-
kow wedlug Nei i Li (1979) z modyfikacjami dla danych typu RAPD (Clark, La-
nigan 1993). Dendrogramy skonstruowano wykorzystujac grupowanie przy po-
mocy metody $rednich niewazonych (UPGMA) oraz odleglosci Euklidesowe;j.
Ponadto uzyskane macierze podobienistwa genetycznego pomiedzy populacjami
wykorzystano w analizie sktadowych gléwnych oraz w skalowaniu wielowymiaro-
wym. Obliczenia przeprowadzono przy pomocy programu STATISTICA 7.1
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Wyniki

Polimorfizm DNA w populacjach tatrzanskich P. cembra

Wykorzystanie trzech réznych systeméw markerowych pozwolito na ujaw-
nienie 62 loci, przy czym najwiecej loci (28) zidentyfikowano za pomocg mar-
keréw RAPD (Tab. 3). Najmniej loci (14) zidentyfikowano przy pomocy metody

Tabela 3. Efektywno$¢ markeréw DNA zastosowanych u P. cembra.
Table 3. Efficiency of DNA markers applied in P. cembra.

Srednia liczba | Liczna loci poli- | Srednia liczba loci poli-
Typ mark- | _. . .
era Liczbaloci | locina starter | morficznych morficznych na starter
Marker type Ne ofloci | Mean N° of loci | N° of polymor- | N° of polymorphic loci per
P per a primer phic loci a primer
RAPD 28 7,0 4 1,0
IS) 20 6,7 2 0,7
B-SAP 14 4,7 3 1,0
Razem
Total 62 6,2 9 0,9
[%]
25+
20
15+
10
5,
. RAPD 1SJ B-SAP Razem Typ markera
Total Marker type

Ryc. 3. Procent polimorficznych loci ujawnionych za pomocg réznych kategorii markeréw.
Fig. 3. Percent of polymorphic loci identified in P. cembra by different marker types.
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B-SAP, wykorzystujacej startery komplementarne do sekwencji bakteryjnych,
przy czym 9 loci ujawniono za pomocg starteréw komplementarnych do bakte-
ryjnego genu kodujgcego katalaze-peroksydaze (markery B-SAP/katG), podczas
gdy startery komplementarne do sekwencji insercyjnej IS6110 ujawnily 5 loci
(markery B-SAP/IS). Markery skanujace genom typu RAPD i IS] ujawnialy taka
samg liczbe loci na starter, natomiast nieco nizsza byla liczba prazkéw obserwo-
wanych w metodzie B-SAP. Liczba polimorficznych loci byta zblizona dla kazdego
typu markera. Niespodziewanie, procent loci polimorficznych byl najwyzszy dla
z zasady konserwatywnych markeréw B-SAP (Ryc. 3), co moglo by¢ wynikiem
bardzo malej liczby prazkéw wykazujacych polimorfizm w badanych populacjach
(od 2 do 4).

Populacje P. cembra ze stowackiej i polskiej czesci Tatr byly prawie iden-
tyczne pod wzgledem liczby ujawnionych loci, zaré6wno przez poszczegdlne typy
markerdw jak i facznie (Tab. 4). Poziom polimorfizmu obserwowany u limby byt

Tabela 4. Liczba loci zidentyfikowanych u P. cembra.
Table 4. Number of identified loci in P. cembra populations.

Liczba zidentyfikowanych loci
Populacja Number of identified loci
Population RAPD o B-SAP Razem
Total
Dolina Mlynicka
Stowacja 27 20 13 60
(Slovakia)
Kazalnica
Lomnicka 24 20 12 56
Stowacja
(Slovakia)
Stowacja
(Slovakia) 27 20 13 60
Woloszyn
Polska (Poland) 28 20 12 60
Dolina
Koécieliska' 27 20 13 60
Polska (Poland)
Dolina
Gasienicowa 27 18 13 58
Polska (Poland)
Polska
(Poland) 28 20 13 61

'Populacja introdukowana / introduced population
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stosunkowo niski i wynosit 14,5% (Ryc. 3). Nizszy polimorfizm w populacjach
stowackich (Tab. 5) wynikat z jednorodnych wzoréw DNA ujawnionych za po-

Tabela 5. Polimorfizm w populacjach P. cembra.
Table 5. Polymorphism in P. cembra populations.

Liczba polimorficznych loci | Procent polimorficznych loci
Number of polymorphic loci Percent of polymorphic loci
Populacja [n] [%]
Population - -
o | »® % >
= |~ = | R
Slowacja (Slovakia) 3 0 1 4 11 0 8 7
Polska (Poland) 4 2 2 8 14 10 15 13
Woloszyn
Polska (Poland) | > | @ | O | 2 [0 0 s
Dolina Koscieliska'
Polska (Poland) 1 0 1 2 4 0 8 3
Dolina Gasienicowa
Polska (Poland) | © | 2 | ' | [ O M8 |8

'Populacja introdukowana / introduced population

mocg markerdw IS] we wszystkich probach oraz z nizszego o 50% polimorfizmu
stwierdzonego przy pomocy markeréw B-SAP. Czgsciowo moglo to by¢ zwigzane
ze znacznie mniejszg liczbg drzew zebranych z populacji stowackich niz polskich.
Poszczegdlne populacje polskie réznily si¢ miedzy sobg pojedynczymi prazkami,
co dalo 13% polimorficznych loci uwzgledniajac wszystkie populacje facznie. Po-
ziom polimorfizmu wewnatrz populacji byl znacznie nizszy i wynosit od 3-5%.

Wszystkie analizowane populacje, zaréwno polskie jak i stowackie posiadaty
jedna pule genowa, o czym $wiadczyl w zasadzie brak prazkéw markerowych cha-
rakterystycznych tylko dla jednej populacji (Ryc. 4). Wyjatek stanowily jedynie
cztery prazki (0,6%), z ktérych po jednym ujawnity odpowiednio metody RAPD
i B-SAP/IS, a dwa metoda IS]. W locus OPD06-3 prazek pojawil si¢ tylko w po-
pulacji P. cembra z Woloszyna, prazki w loci IS]3-5 i IS]3-6 obserwowano jedynie
u limb rosngcych w Dolinie Gasienicowej, za$ limby w Dolinie Mlynickiej wyro6z-
nialy si¢ obecnoscia prazka w locus B-SAP/IS-3.

Populacja P. cembra introdukowana w Dolinie Koscieliskiej nie réznifa si¢
od populacji rodzimych ani liczbg polimorficznych loci, ani poziomem polimor-
fizmu (Tab. 4, 5). Nie stwierdzono tez wystepowania markeréw specyficznych dla
tej populacji, co stanowi potwierdzenie, ze nie jest ona elementem obcym dla flo-
ry Tatr.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

Ryc. 4. Wzory amplifikacji uzyskane metoda B-SAP z wykorzystaniem starteréw katG8 u P. cembra.
Fig. 4. Amplification products revealed by B-SAP with katG8 primers in P. cembra.

1 - Dolina Mlynicka, 2 - Kazalnica Lomnicka, 3-4 - Woloszyn, 5-7 - Dolina Ko$cieliska, 8-9 - Do-
lina Gasienicowa

Podobienstwo genetyczne

Populacje stowackie nie réznily si¢ od populacji polskich o czym $wiad-
czy warto$¢ podobienstwa Neia rowna 0,97 liczona dla wszystkich markerow
DNA facznie. Podobienstwo genetyczne pomiedzy poszczegolnymi populacjami
P. cembra réwniez bylto wysokie (0,93-0,98), typowe dla populacji jednego gatun-
ku (Tab. 6). Brak réznic genetycznych pomiedzy badanymi populacjami znajduje
odzwierciedlenie w dendrogramie otrzymanym metodg UPGMA na podstawie
podobienstwa genetycznego (Ryc. 5). Limby w Dolinie Koscieliskiej, na Woloszy-
nie oraz Kazalnicy Lomnickiej stanowig jedng grupe, ktdra taczy si¢ z populacja
z Doliny Mlynickiej. Jedynie populacja z Doliny Gasienicowej byta bardziej od-
mienna, réznigc sie od wiekszo$ci pozostalych populacji. Swiadczyt o tym nizszy
wspoétczynnik podobienstwa genetycznego (0,81-0,86) w poréwnaniu z popula-
cjami z Polskich Tatr (Woloszyn, Dolina Koscieliska) oraz z limbami rosngcymi
na Kazalnicy Lomnickiej (Tatry Stowackie). Populacja ta wykazata najwieksze po-
dobienstwo do limb w Dolinie Mlynickiej po stowackiej stronie Tatr.
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Tabela 6. Podobienstwo genetyczne (I) pomiedzy populacjami tatrzanskimi P. cembra na
podstawie tacznej analizy markeréw RAPD, IS] i B-SAP.

Table 6. Genetic similarities between P. cembra populations from Tatras based on the
RAPD, IS] and B-SAP markers.

1 2 3 4 5

1
Dolina Mlynicka 1,00 0,93 0,94 0,98 0,93
Stowacja (Slovakia)
2
Kazalnica Lomnicka 1,00 0,98 0,96 0,83
Stowacja (Slovakia)
3
Woloszyn 1,00 0,97 0,81
Polska (Poland)
4
Dolina Koscieliska' 1,00 0,86
Polska (Poland)
5
Dolina Ggsienicowa 1,00
Polska (Poland)

'Populacja introdukowana / introduced population

Dolina Koscieliska

Woloszyn

Kazalnica Lomnicka

Dolina Miynicka

Dolina Gasienicowa

T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Odleglosé Euklidesowa

(Evelidean distance)

Ryc. 5. Grupowanie tatrzafskich populacji P. cembra na podstawie podobienstwa genetycznego Neia
metodg UPGMA dla 62 loci RAPD, IS] i B-SAP.

Fig. 5. UPGMA grouping of P. cembra from the Tatras based on Nef’s genetic identities for 62 RAPD,
1SJ and B-SAP loci.
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Analiza rozproszenia populacji metoda skladowych gtéwnych (Ryc. 6) oraz
skalowania wielowymiarowego (Ryc. 7) potwierdzily wysokie podobienstwo po-

20

1.5
Kazalnica Lomnicka
1.0 4 Woloszyn

®
0.5 Dolina Gasienicowa

004 =  =eseseecccced e e e e -

PC2: 24 79%

0.6 7 Dolina Koscieliska (introdukgwana)

1.0

451 Dolina Miynicka

-2.0

2.5 T T T T T T T
-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5

PC1: 74 35%

Ryc. 6. Analiza rozproszenia populacji P. cembra metodg skltadowych gtéwnych na podstawie 62
markeréw DNA (RAPD, IS], B-SAP).

Fig. 6. Principal Component Analysis (PCA) of P. cembra populations based on 62 DNA markers
(RAPD, IS], B-SAP).

Dolina Miynicka
@

Kazalnica Lomnicka
3 Dolina Gasienicowa

: Wolo:szyn

Dolina Koscieliska

Ryc. 7. Skalowanie wielowymiarowe populacji P. cembra na podstawie 62 markeréw DNA (RAPD,
IS], B-SAP).

Fig. 7. Multidimensional scaling of P. cembra populations based on 62 DNA markers (RAPD, IS],
B-SAP).
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pulacji polskich i stowackich, i odrebng pozycje limb w Dolinie Gasienicowe;.
Interesujace jest, ze analiza dwoch pierwszych sktadowych glownych (PCA) po-
kazala, ze populacja z Woloszyna (Tatry Polskie) jest najbardziej podobna do
populacji z Kazalnicy Lomnickiej w stowackiej czesci Tatr, potwierdzajac tym
samym wynik grupowania metoda UPGMA. Natomiast skalowanie wielowymia-
rowe przedstawiajace rozmieszczenie populacji w tréjwymiarowej przestrzeni
wskazuje na wigksze podobienstwo limb z Woloszyna do limb introdukowanych
w Dolinie Koscieliskiej, podczas gdy populacje stowackie (Dolina Mlynicka, Ka-
zalnica Lomnicka) wykazujg tendencje¢ do tworzenia jednej grupy.

Analiza podobienstwa genetycznego oraz grupowanie populacji potwierdzity
dane z analizy polimorfizmu, ze populacja introdukowana w Dolinie Koscieliskiej
nie rézni sie od limb rodzimych rosngcych w Tatrach. Swiadczyt o tym bardzo wy-
soki wspoétczynnik podobienstwa genetycznego wynoszacy 0,99 i liczony tacznie
w stosunku do wszystkich populacji rodzimych. Podobnie wysokie byly wartosci
podobienstwa Neia (0,96-0,98) gdy obliczano je pomiedzy poszczegolnymi po-
pulacjami rodzimymi a populacjg introdukowang (Tab. 6). Analiza dendrogramu
oraz rozproszenia populacji pokazala, ze limby w Dolinie Koscieliskiej sa najbar-
dziej podobne do limb z Woloszyna i Kazalnicy Lomnickiej (Ryc. 5-7).

Dyskusja

Limba jest postrzegana jako stary, trzeciorzedowy gatunek, ktory w zwigzku
z dlugg izolacja prawdopodobnie podzielil si¢ na dwie geograficzne i ekologiczne
rasy. Pierwsza z nich to rasa zachodnia, zwana alpejsko-karpacka, z europejskim
zasiegiem, a druga wschodnia, czyli syberyjska, z gléwnym zasiegiem w azjatyc-
kiej czesci Rosji oraz obejmujaca Kazachstan, Mongolie i Chiny. Na tej podsta-
wie niektorzy autorzy rasy te traktujg jako podgatunki, Pinus cembra ssp. cembra
i P. cembra ssp. sibirica. Z kolei inni badacze rasom tym nadajg range gatunkdw,
P. cembra i P, sibirica. W obrebie limby europejskiej wyrdznia sie dwie formy (pro-
strata i helvetica) natomiast u limby syberyjskiej wyrdzniono piec¢ form (humistra-
ta, coronans, turfosa, depresja i nana). Czgsto wyroznia sie takze formy na podsta-
wie budowy kory lub koloru igiet (Bednarz 1971). Jak wykazaly przeprowadzone
badania molekularne, populacje tatrzanskie sg jednorodne, prawdopodobnie sta-
nowigc jeden takson. Swiadczy o tym przede wszystkim wysokie podobiefistwo
genetyczne stwierdzone w niniejszej pracy, brak markeréw typowych dla poszcze-
golnych populacji, a takze poréwnywalny poziom polimorfizmu. Niewatpliwie
populacje polskie i stowackie reprezentujg jedng pule genows.

Zastanawiajacy jest bardzo niski poziom polimorfizmu w badanych popula-
cjach P. cembra, u ktérych obserwowano te same allele, a loci polimorficzne stano-
wily zaledwie 14,5%. Jest to o tyle zaskakujace, ze gatunki z rodzaju Pinus naleza do
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najbardziej polimorficznych. Przykladowo, ocenia sig, Ze 90% loci enzymatycznych
(Goncharenko i in. 1994) i 63% loci DNA jest polimorficzne u P, sylvestris (Polok
iin.2005). Zkolei P. cembra rosnaca w Dolinie Koetschach niedaleko Salzburga (Au-
stria) charakteryzuje sie obecnoscig 48 réznych alleli w 22 loci enzymatycznych, co
daje srednio powyzej 2 alleli w kazdym locus i 100% loci polimorficznych (Klumpp,
Stefsky 2004). Tymczasem w przeprowadzonych badaniach wtasnych na poziomie
DNA jedynie 9 sposrod 62 zidentyfikowanych loci byto polimorficzne, co istotnie
rézni obecne dane od danych z Austrii. Wynik ten jest o tyle zastanawiajacy, ze we-
diug powszechnej opinii na poziomie DNA obserwuje si¢ wyzszy polimorfizm niz
w przypadku loci enzymatycznych. Nalezy jednak stwierdzi¢, ze obszerne badania
wlasne u traw z rodzaju Lolium, oparte o kilka kategorii markeréw DNA wykazaly,
ze poglad ten nie jest do konca stuszny. Czesto polimorfizm enzymatyczny moze
by¢ wyzszy lub poréwnywalny z tym stwierdzanym na poziomie DNA. I tak dla
markeréw RAPD, wykorzystanych réwniez w niniejszej pracy uzyskano 16% mniej
polimorficznych loci niz w przypadku enzyméw (Polok 2007). Biorac jednak pod
uwage, ze odpowiednie wartosci u Lolium wynosily 80% loci polimorficznych dla
enzymow i 64% dla RAPD, nalezatoby sie spodziewac¢ rowniez wyzszych niz 14,5%
wartosci u limby w niniejszych badaniach.

Z drugiej strony niski polimorfizm moze by¢ wynikiem zawezenia puli geno-
wej i krzyzowania si¢ osobnikow w obrebie niewielkiego obszaru. Wystepowanie
limby w malych, rozproszonych populacjach, jak to obserwuje si¢ w Tatrach, nie-
watpliwie utrudnia przeptyw genéw. Takie populacje sg szczegélnie narazone na
chéw wsobny i erozje zasoboéw genowych, tym bardziej, ze procesom tym moze
sprzyja¢ samozapylenie, ktére czasami wystepuje u limby (Ulber i in. 2004). Hi-
poteze te moze potwierdzaé¢ poréwnywalny z obecnymi wynikami, stosunkowo
niski polimorfizm DNA obserwowany we wcze$niejszych badaniach i wynoszacy
14% w populacji z Doliny Koscieliskiej oraz 32% w populacji z Doliny Gasienico-
wej (Chmiel, Polok 2005).

Gléwnym czynnikiem przyczyniajacym si¢ do utraty réznorodnosci genetycz-
nej sg antropogeniczne zmiany w srodowisku bytowania gatunku i jego fragmen-
tacja, ktore bezposrednio powoduja redukcje rozmiaréw populacji. W przypadku
limby za utratg bioréznorodnosci P. cembra w Tatrach stoi bardzo intensywne
wykorzystanie jej drewna w przeszlosci. Przyklad spokrewnionej z limbg P. stro-
bus w lasach Ontario (Kanada) pokazuje, ze wycinka laséw, moze doprowadzi¢
do utraty az 25% alleli enzymatycznych oraz obnizenia poziomu polimorfizmu
0 33% tylko na skutek pojedynczej wycinki (Buchert i in. 1997).

Niekorzystnym zjawiskiem, przyczyniajacym si¢ posrednio do erozji zaso-
béw genowych limby jest obserwowane wypieranie P. cembra przez swierk. W la-
tach 1975-1991 okoto 8% rodzimej populacji limby zostalo zastapione swierkiem
(Chmiel 1996; 2004). Zjawisko to powoduje dalszg fragmentacje populacji i ogra-
niczenie zasiegu limby w Tatrach jedynie do najwyzszych partii gérskich. Proces
ten jest dobrze widoczny w Tatrach, gdzie limba wystepuje na niewielkich obsza-
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rach rozrzuconych na obszarach Doliny Gasienicowej, Paniszczycy, Waksmundz-
kiej, Roztoki i Rybiego Potoku. Ekstremalne zjawiska atmosferyczne w pietrze
subalpejskim moga dodatkowo wptywac na redukcje réznorodnosci genetycznej
poprzez eliminacje¢ osobnikéw w wyniku lawin, pozaréw czy innych, nieprzewi-
dywalnych czynnikéw pogodowych. Utrata réznorodnosci genetycznej odbywa
sie stopniowo na skutek dryfu genetycznego (losowe procesy zachodzace w popu-
lacjach), ktorego efektem moze by¢ chéw wsobny. Przykladowo wysoki poziom
inbredu wynikajacy z rozproszenia populacji obserwuje si¢ miedzy innymi u Pi-
nus sabiniana w lasach sawannowych Kalifornii (Ledig 1999).

Populacje jednorodne genetycznie sg bardziej narazone na stresy biotyczne
i abiotyczne. Dlatego mozna przypuszczaé, ze obserwowana utrata réznorodnosci
w populacjach limby badanych w niniejszej pracy stanowi istotne zagrozenie dla
istnienia tego gatunku w Tatrach. Zréznicowanie genetyczne jest cechg dynamicz-
ng i pewna utrata réznorodnosci moze by¢ postrzegana jako proces naturalny.
Jednakze zbyt szybka jej utrata, nie skorelowana z procesami naturalnymi, z jaka
prawdopodobnie mamy do czynienia w przypadku limby tatrzanskiej, stanowi
wyzwanie w kontekscie ochrony gatunkowej i zachowania puli genowej limby ro-
dzimej przy jednoczesnym zapobiezeniu erozji zasobéw genowych. Podstawowg
strategig ochrony limby powinno by¢ zachowanie in situ istniejgcych naturalnych
stanowisk (Ulber i in. 2004) i zapobiezenie wprowadzaniu obcych elementéw do
rodzimej flory. Introdukcja elementéw obcych, gatunkéw a nawet odmian danego
gatunku, poprzez wysadzanie czy wysiew nasion, moze w sposob nieodwracalny
przyczynic si¢ do wyparcia gatunkéw rodzimych powodujac erozje zasobow geno-
wych na skutek krzyzowania jak rowniez wypierajac je z zajmowanych srodowisk.
Niestety praktyka ta byta powszechna w przesztosci i réowniez miala miejsce w od-
niesieniu do limby, ktérg introdukowano w Dolinie Ko$cieliskiej. W tym aspekcie
oszacowanie czy populacja ta stanowi element obcy dla flory Tatr jest szczegdlnie
istotne i powinno stanowi¢ podstawe odpowiednich decyzji administracyjnych
dotyczacych ochrony limby w TPN.

Przeprowadzona w pracy analiza DNA jednoznacznie pokazala, ze limba
w Dolinie Koscieliskiej nie rézni sie od populacji rodzimych, o czym swiadczy
zaréwno wysokie podobienstwo genetyczne, podobny poziom polimorfizmu jak
i brak markeréw wyroézniajacych te populacje. Wynik ten jest zgodny z wcze$niej-
szymi danymi uzyskanymi przez Chmiela i Polok (2005) i w zwigzku z tym powi-
nien stac sie podstawg do stworzenia planu ochrony tej populacji poprzez zapew-
nienie jej optymalnych warunkéw wzrostu. Tym bardziej, ze obserwacje wtasne
wskazuja, iz okoto 10% z 700 limb wysadzonych na Swinskiej Turni w Dolinie Ko-
scieliskiej wyginelo w ciggu ostatnich 15 lat (Chmiel, dane niepublikowane). Inng
sprawg jest pochodzenie populacji z Doliny Koscieliskiej. Jej wysokie podobien-
stwo do populacji rodzimych moze wskazywac, iz nasiona pochodzily z populacji
tatrzanskich. Z drugiej strony dane TPN wskazuja na niewiadome pochodzenie
nasion ze wskazaniem na alpejskie lub syberyjskie. Podobienstwo limby z Doliny
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Koscieliskiej do limby syberyjskiej P. sibirica obliczone na podstawie 86 markerow
RAPD, ISJ i B-SAP jest wysokie i wynosi $rednio 0,84 (Chmiel, Polok 2005), co
moze wskazywaé na syberyjskie pochodzenie tej populacji. Zaréwno w obecnej
pracy jak i we wczesniejszych badaniach nie prowadzono poréwnan pomiedzy
limbg syberyjska i alpejska i nie mozna wykluczy¢, ze stanowig one jeden gatunek.
W takiej sytuacji jedynie znalezienie markeréw specyficznych dla poszczegdlnych
populacji mogloby da¢ odpowiedz na pytanie dotyczace pochodzenia nasion wy-
sianych przez Towarzystwo Tatrzanskie w Dolinie Koscieliskiej.

Whnioski

1. Badane populacje tatrzanskie limby z polskiej i stowackiej strony Tatr wy-
kazujg wysokie podobienistwo molekularne, charakteryzujace si¢ wysokim
wspotczynnikiem podobienstwa genetycznego I = 0,97, co moze $wiad-
czy¢ o ich wspolnym pochodzeniu.

2. Zawezenie puli genowej badanych populacji P. cembra w Tatrach, prze-
jawiajace sie niskim polimorfizmem, jest najprawdopodobniej wynikiem
wystepowania limby w malych populacjach, rozrzuconych na terenie Tatr,
co ogranicza przeplyw genéw i promuje chéw wsobny. Jednorodnos¢ ba-
danych populacji czyni je bardziej podatnymi na czynniki stresowe i sta-
nowi istotne zagrozenie dla istnienia tego gatunku w Tatrach.

3. Przeprowadzone badania molekularne potwierdzaja wysokie podobien-
stwo genetyczne pomiedzy introdukowang do Doliny Koscieliskiej lim-
ba niewiadomego pochodzenia, a limbg rodzimg, zaréwno z polskiej jak
i stowackiej czesci Tatr. Wynik ten powinien by¢ podstawa do stworzenia
planu ochrony tej populacji.
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Summary

The Tatras are the only area in Poland where native Swiss stone pine, Pinus
cembra L. can be found. Unfortunately, due to high anthropogenic pressure in
the past, the natural range of Swiss stone pine has significantly reduced. There-
fore, to prevent inbreeding depression and sustain an appreciate population size,
uncontrolled introduction of stone pine of unknown origin took place in Dolina
Koscieliska in the 19th and 20th century. In contrast, although preserving genetic
diversity at all possibly levels in the phylogenic hierarchy has continuously been
the most important goal of modern conservation policy, nowadays it has been
focused rather on promoting ecological and evolutionary processes that foster
and sustain biodiversity. Typically, it means sustaining undisturbed and diverge
natural habitats with native plants and avoiding any introduction of strange ele-
ments. Thus, the appraisal of genetic diversity and relationships between Swiss
stone pine populations scattered across the Tatras was the main goal of the re-
search. Moreover, attempts were undertaken to answer whether or not the popu-
lation introduced to Dolina Koscieliska is an alien element to the Tatra flora. Five
populations, two from Slovak part (Dolina Mlynicka, Kazalnica Lomnicka) and
three from the Polish part of the Tatras (Woloszyn, Dolina Koscieliska, Dolina
Gasienicowa) were analysed by means of three DNA marker systems i.e., RAPD,
IS] based on intron-exon junctions, and B-SAP employing primers complemen-
tary to bacterial sequences. In total 62 amplification products were identified with
the highest number of bands for RAPD (28 loci) and the lowest for B-SAP (14
loci). Populations from the Slovak and Polish Tatras were similar as judge by near-
ly equal numbers of identified loci and high genetic identity (I = 0.97). In princi-
ple, lower polymorphism of Slovak stone pines (7%) in comparison with Polish
ones (13%) resulted from somehow smaller samples of the former. The relatively
low polymorphism observed in all Swiss stone pine populations in the Tatras
(14.5%) was mostly due to small size of populations promoting inbreeding. The
loss of polymorphism has probably followed harvesting in the past and replacing
by spruce observed recently. High homogeneity of Swiss stone pine populations is
an infallible danger for further existence of this valuable species. The Swiss stone
pine population introduced to Dolina Koscieliska is not an alien element for the
Tatra flora as proved by similar numbers of identified loci in comparison with
native populations, the lack of unique bands and high genetic similarities to the
majority of native populations, ranging from 0.96 to 0.98. These data should un-
equivocally entail the implementation of appreciate conservation plans aimed at
areas management and dynamic in situ conservation within its present habitat.



